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荣光 原 位 杂交 技术 (FISH) 在 鱼 类 遗传 学 
研究 中 的 应 用 及 前 景 
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摘 要 荧光 原 位 杂交 技术 (fluorescence in situ hybridization, FISH) B—-MEATRKELAT ARO 


学 研究 的 得 力 工具 。 本 文 综述 了 近年 来 FISH 技术 在 鱼 类 的 基因 定位 、 性 别 鉴 定 、 染 色 体 变异 及 种 间 杂 交 等 研 
究 中 的 应 用 ; 并 将 此 技术 在 鱼 类 的 基因 定位 、 早 期 性 别 鉴 定 、 染 色 体 重 排 与 进化 、 染 色 体 鉴别 与 分 类 及 杂交 鉴 


定 等 方面 的 应 用 前 景 作 一 展望 : 


RWA ”荧光 原 位 杂交 ， 咀 传 学 ， 鱼 类 
中 国 分 类 号 Q953, Q336 


荧光 原 位 杂交 技术 【fluorescence in situ hy- 
bridization, FISH) 是 细胞 学 方法 与 分 子 杂 交 技 术 相 
结合 的 产物 ,是 利用 荧光 标记 的 核酸 片段 为 探 针 ,与 
中 期 细胞 的 染色 体 或 间 期 细胞 核 的 DNA 杂交 ( 结 
合 ) ,在 染色 体 上 或 核 中 显示 与 探 针 同 源 的 DNA F 
段 的 位 置 ,从 而 将 这 段 DNA 序列 定位 在 细胞 中 。 
此 技术 应 用 在 染色 体 鉴 定 、. 异 常 染 色 体 检测 . 某 些 特 
殊 桨 色 体 在 核 中 的 位 置 及 基因 定位 等 研究 领域 。 此 
外 ,以 某 一 物种 特异 性 的 染色 体 或 染色 体 区 段 为 探 
针 ,通过 该 技术 可 进行 种 间 同 源 性 分 析 及 种 间 杂 交 
后 代 的 双亲 检测 。 近 年 来 , 随 着 以 PCR 为 基础 的 直 
接 原 位 杂交 技术 (direct in situ hybridization) [Al tt, 
不 需 经 过 克隆 分 离 ,就 可 使 某 些 单 拷贝 基因 (Koch 
等 ,1989,1992; Komminoth 等 ,1993), 甚至 微 卫 星 
座位 《Troyer，1994) 得 到 定位 。 

与 哺乳 动物 相 比 ， 虽然 在 鱼 类 遗传 学 研究 中 
FISH 技术 的 应 用 还 不 够 深入、 广泛 .但 是 在 多 种 
DNA 序列 的 定位 、 染 色 体 的 重组 与 丢失 及 其 他 细 
胞 遗传 分 析 方面 却 取得 了 一 定 的 成 绩 〈《Phillips 等 ， 
1996)。 本 文 将 FISH 技术 近年 来 在 鱼 类 的 基因 定 
位 、 性 别 鉴定 、 染 色 体 变异 及 种 间 杂 交 等 研究 中 的 
应 用 作 一 简要 总 结 ， 并 对 此 技术 在 鱼 类 遗传 育种 中 
的 应 用 前 景 作 一 展望 。 
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1 FISH 技术 在 鱼 类 遗传 学 研究 中 的 应 用 


1.1 基因 定位 相关 研究 
1.1.1 核糖 体 基 因 (rDNA) 的 定位 及 其 应 用 5 
常规 的 细胞 遗传 分 析 技 术 相 结合 ， 利 用 FISH 技术 
通过 对 核糖 体 基因 rDNA 的 定位 去 研究 NORs (B 
仁 组 织 者 区 )， 从 而 为 鱼 类 细胞 遗传 分 析 提 供 更 丰 
富 、 更 可 结 的 资料 ， 可 以 说 是 FISH EREMAN 
传 学 研究 中 最 活 茎 的 领域 之 一 ， 相 关 的 报道 层 出 不 
F, 

Sola 等 (1997) 以 18S rDNA AHHAR ARE 
( Seriola dumerili )##47 T FISH 分 析 , 得 到 的 结果 
5 cD A ER (chromomycin Al ,CMA3 ) 染 色 
得 到 的 NORs 位 点 相 吻 合 ,而 且 所 有 的 NORs MR 
子 (cistrons) 都 是 有 活性 的 。Rossi 等 (1996 , 1997) 
Sy a XT OB Mugil cwphalus } 和 薄 层 梭 ( Liza rama- 
吕 ) 做 了 类 似 的 研究 ,也 得 到 了 类 似 的 结果 。 但 是 ， 
Pendas 等 (1993a) 在 对 能 (Salro salar ) 的 研究 中 却 
发 现 Ag-NORs 位 点 与 FISH 信和 号 并 不 完全 重 和 又 ,他 
们 的 结果 表明 HER Ag-NORs 位 点 只 局 艰 在 次 秋 痕 
位 置 ,而 FISH 信号 却 散 布 在 NORs 所 在 的 整个 染 
色 体 臂 上 。Pendas 等 (1993b) .Reed 等 (1995) Gor- 
nung 4 (1997) 以 rDNA 为 探 针 ,在 对 鲜 ( Salmo 
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trutta ) WALL ABE ( Salvelinus namaycush ) FES E 

( Melambaphes zebra ) 的 FISH 分 析 中 发 现 了 无 转录 
活性 (transcriptionly inactive) 的 NORs 位 点 ,这 与 
Sola 和 Rossi 的 结果 也 不 吻合 。Pendas 等 (1994a) 
HI ty ick FISH 研究 表明 ,能 的 5S rDNA, 18 S rD- 
NA 和 ?28SrDNA 位 于 同一 条 染色 体 上 ,而 虹 鲜 
(Salmo gairdneri ) 的 5SIrDNA 位 于 一 条 与 主要 
rDNA 条 扯 临 近 的 常 染色 体 及 处 染色 体 上 。 不 难看 
出 ,对 于 rDNA 位 点 的 检测 来 说 ,FISH 技术 比 银 染 
M CMA, 染色 更 灵敏 。 以 上 结果 提示 ,有 些 色 类 
(如 儿科 鱼 } 的 NORs 位 点 与 rDNA 的 FISH 信号 不 
完全 重合 的 现象 可 能 跟 冷 血 消 椎 动物 的 基因 组 未 区 
室 化 (uncompartmentalization) 有 关 。 

另 四 ,Castro (1996 Gia He A CMA, RE, 
通过 rDNA 的 FISH WA T NORs 多 态 性 。 
Vinas 等 (1996) 和 Martinez 等 (1996) 通 过 FISH $ 
术 定 位 了 欧洲 鲁 饥 (Auguilia anguilia) 的 rRNA 基 
因 。Almeida-Toledo (1996 ) 4t H B 8 48 ( Eigen- 
mannia virescens HARK T FSA THE. 

1.1.2 其 他 基因 的 定位 及 应 用 Pendas 等 
(1994b) 利用 FISH 技术 对 外 、 鲜 、 虹 鳞 的 组 蛋白 
基因 和 钵 进行 了 定位 ， 结 果 表 明 组 蛋白 基因 在 这 几 种 
鱼 中 只 有 一 个 位 点 。Nanda 等 (1996) 通过 FISH 
技术 使 Donor 基因 座 (与 Xmrk 癌 基 因 的 形成 有 
关 ) 在 Poexilliidae 科 5 种 鱼 中 得 到 定位 ， 其 中 对 
剑 尾 鱼 属 (Xiphophorus) 的 研究 表明 ，Doncr 的 
两 个 不 相关 基因 是 相互 连锁 的 ， 并 位 于 同一 个 染色 
体位 点 上 。 

1.2 性别 鉴定 相关 研究 

1.2.1 性 别 特 异 福 DNA 序列 的 定位 及 应 用 
Nakayama 等 (1994) 通 过 消减 克隆 ( subtractive 
clone) tE — Fh 44,58 # f& ( Leporinus elongatus ) 中 分 离 
出 两 个 性 别 特异 性 DNA 重复 序列 ,其 中 一 个 同时 
位 于 Z 染色 体 和 W 染色 体 上 ,而 另外 一 个 只 出 现在 
W 染色体 上 ( 踊 WwW 染色 体 特异 性 序列 )。 以 这 两 个 
重复 序列 为 探 针 进行 的 性 别 鉴定 发 现 ,24 个 个 体 中 
有 21 个 具有 与 其 性 别 相符 合 的 典型 性 染色 体 特征 
和 杂交 模式 ,而 另外 3 个 ZW HRA RANT 
染色 栖 特征 和 杂交 模式 。 措 出 这 3 个 非典 型 个 体 的 
出 现 可 能 跟 Z 染色 体 与 W 染色 体 不 网 区 域 闻 的 交 
换 有 关 , 可 能 造成 了 雌性 异 配 和 雄性 异 配 两 个 性 别 
决定 系统 间 的 转化 与 过 渡 。 之 外 ,Haaf 等 (1993) 在 
BR — i Al ABE (Hoplias malabaricus ) 中 得 


到 的 一 个 355 bp 的 DNA 单 体 序列 有 A.B 两 种 类 
型 ,其 中 B 型 主要 位 于 一 条 性 染色 体 上 。Capriglio- 
ne 等 (1994) 的 研究 将 特异 性 重复 序列 的 B 型 家 族 
定位 在 个 体 的 南极 冰 鱼 (Chiondraco hamatus ) 一 条 
XXXX/XXYY 个 体 的 染色 体 的 假定 融合 点 上 。 
1.2.2 性 染色 体 特异 性 探 针 的 制备 及 应 用 Reed 
等 (1995) 将 湖 红 点 能 的 立 染 色 体 短 辟 进行 显 微 解 
A ,并 以 短 辟 为 模板 通过 PCR 扩 增 市 得 了 一 个 性 染 
色 体 特异 性 FISH 探 针 , 当 用 于 原 位 杂交 后 ,发 现在 
处 染色体 和 YY 染色体 的 短 臂 中 部 都 出 现 了 杂交 信 
号 ,这 表明 尽管 湖 红 点 能 的 K REA Y 染色体 在 
表 型 上 有 很 明显 的 差异 (X 染色 体 短 眉 有 明显 的 C 
带 , 而 Y ROAR RAH) ,但 在 核酸 组 成 上 是 同 
HR. Aah, AERE SHAE On = 84) 的 两 个 
近 毕 种 美洲 红 点 角 ( Salvelinus fontinalis ) (2n = 84) 
和 北极 红 点 角 (S. aipinus) (2n= 78) 进 行 杂 交 , 发 现 
最 大 的 亚 中 部 着 丝 粒 染色 体 短 臂 上 出 现 了 杂交 点 ， 
说 明 这 对 最 大 的 亚 中 部 着 丝 粒 染色 体 与 湖 红 点 外 的 
ERE YRA ARE 

1.3 染色 体 变异 的 检测 及 其 应 用 

1.3.1 染色 体重 排 与 进化 ”所 有 疹 椎 动物 染色 体 
的 端 粒 位 置 都 具有 重复 序列 (TTAGGG),, 故 此 序 
列 也 被 称 作 端 粒 序列 (Meyne 等 ,1989)。 端 粒 序列 
的 中 间 位 点 (interstitial sites) 可 以 必 为 染色体 融合 
的 标记 ,进行 染色 体重 排 (rearrangement) 的 检测 。 
Reed 4 (1995a) A (TTAGGG), 为 探 针 通过 FISH 
技术 研究 了 湖 红 点 外 的 NORs 转 位 ,发 现 一 条 潮红 
点 儿 有 3 个 NORs 位 点 位 于 端 粒 重复 序列 附近 ,其 
中 一 个 是 rDNA 座位 ,位 于 一 条 双 NORs 染色 体 ( 即 
一 条 染色 体 上 有 两 个 NORs WRAP KH 
NORs 位 点 与 端 粒 重复 序列 临近 的 事例 暗示 我 们 ， 
在 这 些 双 NORs 染色 体 的 起 源 过 程 中 可 能 发 生 过 沽 
合 / 转 位 重 排 。 同 时 , (TTAGGG), 序 列 的 中 间 位 点 
的 出 现 支 持 了 Zhuo 等 (1995) 的 分 析 推 断 ;在 红 点 从 
JA( Salvelinus ) 可 能 存在 著 正 在 进行 的 活性 NORs 
的 转 位 (active NORs transposition ) ER. 

1.3.2 染色 体 丢 失 Fujiwara 等 (1997) 利 用 FISH 
技术 及 其 相关 技术 WCP( whole chromosome paint- 
ing) 和 CGH (comparative genomic hybridization) 鉴 
ET ARARE Oncorhynchus AP BAER 
发 育 早期 丢失 染色 体 的 双亲 来 源 。 结 果 表 明 ,在 杂 
种 胚胎 细胞 染色 体 中 ,来 自 母 本 (O. mykiss ) 的 单 信 
染色 体 数 减少 一 半 , 而 来 自 父 本 ( 马 苏 大 麻 哈 鱼 ,O. 
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masu ) 的 整套 单 信 染色体 被 保留 下 来 。Kubota 等 
(1992) 用 分 子 克 隆 与 序列 分 析 在 一 种 粘 育 鳗鱼 
(Eptatretus okinoseanu) 的 配子 中 得 到 了 两 个 分 别 
为 95 bp 和 85bp 的 紧密 相关 的 DNA 重复 序列 ,这 
Pi Fl RH AA PAE DNA 量 的 19%。Kub- 
ota(1993) 进 一 步 的 FISH 实验 证 明 , 这 两 个 重复 序 
列 位 点 只 存在 于 配子 细胞 中 的 几 个 小 染色 体 的 忆 
PE- 
1.4 DNA 重复 序列 的 定位 

Reed 等 (1995b) 通 过 Alu 工 消化 湖 红 点 能 基 因 
组 DNA 得 到 12 个 高 度 重 复 DNA 序列 家 族 , 进 而 
iit FISH 技术 将 其 中 与 在 北极 红 点 甸 中 得 到 的 相 
似 DNA 序列 (Hartley 等 ,1994) 进 行 了 定位 ,结果 发 
BE: Alu I /Rsa 工序 列 的 两 种 类 型 (A 型 140 bp, B 
型 120 bp ) 的 杂交 结果 有 差异 ; Dra I /Bst EL 序列 
位 于 NORs 区 和 几 个 小 端 粒 位 点 上 ; Mbo I /Bgt I 
序列 位 于 中 间 位 点 的 异 染 色 质 和 端 部 异 染 色 质 区 。 
Garrido-Ramost 等 (1994) 通 过 Eco R I WEEEK 
#8( Sparus aurata ) 中 得 到 了 186 bp 的 单 体 DNA, 
Fh eT wae 7 种 鱼 的 着 些 粒 部 位 ,并 发 现 此 
序列 中 有 一 个 31 bp 的 区 域 存 在 多 态 。Capriglione 
等 (1994) 通 过 类 做 的 方法 将 从 南极 亲鱼 ( Chiondra- 
co hamatu ) 中 分 离 出 的 一 个 1 000 bp 的 单 体 DNA 
序列 定位 于 着 丝 粒 区 。Abuim 等 (1996) 通 过 FISH 
技术 在 4 种 舞 鱼 中 定位 了 端 粒 序列 (TTAGGG),e 
1.5 种 间 杂 交 相 关 研究 

Stevens 3 AK SRK REG i (Oncorhynchus 
tshawytscha) 中 分 离 的 Bo 重复 序列 被 定位 在 亚 端 
粒 位 置 ， 而 且 具 有 大 鳝 大 麻 哈 鱼 的 种 特异 性 ， 所 以 
此 序列 已 被 用 作 特 异性 探 针 ， 用 于 大 鳞 大 麻 哈 鱼 与 
其 他 儿科 鱼 类 种 间 杂 交 后 代 的 亲本 检测 (Phillips 
等 ，1996)}。 前 面 已 经 提 到 ，Fujiwara 等 (1997) 
利用 FISH 技术 及 其 相关 技术 WCP 和 CGH 鉴定 了 
两 种 大 麻 哈 鱼 种 间 杂 种 胚胎 发 育 早 期 丢失 的 染色 体 
的 双亲 来 源 。 很 明显 ，FISH 技术 目前 在 鱼 类 种 间 
杂交 相关 研究 中 的 应 用 还 不 够 广泛 ， 但是， 我 们 应 
该 相信 这 一 领域 会 很 快 受到 重视 。 


2 FISH 在 鱼 类 研究 中 的 应 用 前 景 


不 难看 出 ，FISH 技术 在 鱼 类 遗传 学 研究 中 已 
经 取得 了 不 小 的 成 绩 ， 但 是 其 深度 与 广度 还 不 够 ， 
尤其 与 生产 实践 、 经 济 效益 的 联系 不 够 紧密 。 不 
过 ， 此 技术 在 鱼 类 和 遗传 学 基础 研究 和 理论 研究 领域 


的 成 功 应 用 ,给 了 我 们 很 大 的 启示 和 鼓舞 ， 只 要 能 
在 现 有 的 研究 基础 上 制 得 各 种 特异 性 FISH 探 针 ， 
包括 染色 体 特 异性 、 种 特异 性 或 是 性 别 特异 性 的 探 
#t, 那么 把 FISH 技术 应 用 于 鱼 类 的 基因 定位 、 早 
期 性 别 鉴 定 、 染 色 体 重 排 与 进化 、 染 色 体 鉴别 与 分 
类 及 杂交 鉴定 等 方面 将 会 有 广阔 的 前 景 。 
2.1 基因 定位 

FISH 技术 在 鱼 类 基因 定位 中 的 应 用 主要 集中 
在 rDNA 的 定位 上 ， 这 方面 的 研究 对 于 鱼 类 染色 体 
的 进化 的 确 很 有 意义 。 但 是 ,与 经 济 效 益 密 切 相 关 
的 一 些 数 量 性 状 {quantitative trait loci, QTL) 基 因 
的 FISH 定位 却 几乎 未 见报 道 。 这 正 是 我 们 的 问题 
所 在 ， 也 是 以 后 发 展 的 重点 所 在 。 从 这 个 意义 来 
讲 ， 微 卫星 多 态 位 点 的 FISH 定位 对 于 鱼 类 来 说 就 
具有 非常 的 意义 。 因 为 鱼 类 的 染色 体 比 较 小 ， 直 接 
从 染色 体 上 得 到 有 信息 的 多 态 位 点 比较 困难 .但 
是 ， 如 果 通 过 FISH 使 与 某 一 经 济 性 状 相关 的 微 卫 
屋 位 点 得 到 定位 ， 则 通过 原 位 克隆 或 显 微 解剖 不 难 
分 离 出 控制 这 一 性 状 的 基因 ， 这 将 会 在 鱼 类 的 遗传 
改良 中 做 出 很 大 的 贡献 。 
2.2 早期 性 别 鉴 定 

与 哺乳 动物 相 比 , 鱼 类 的 性 别 决定 系统 比较 复 
Ze, 性 别 类 型 多 (XX/XY、 XX/XO, ZW/ZZ, ZO/ 
ZZ) ,大 多 数 鱼 无 性 染色 体 , 而 且 有 些 鱼 类 还 存在 性 
转换 现象 ,所 以 , 鱼 类 的 早期 性 别 鉴 定 一 直 是 个 难 
题 。 性 染色 体 特异 性 或 性 别 特 异性 重复 序列 的 分 离 
在 许多 鱼 类 都 有 报道 {Nakayame. 1994; Capriglione 
等 ,1994; Nanda 等 , 1990; Devlin 等 , 1991, 1994), 
还 有 报道 表明 , 几 种 鱼 类 的 和 染色 体 和 Y 立 染色体 上 
都 有 很 大 的 、 富 含 重复 DNA 序列 的 端 粒 区 域 ( Haaf 
等 ,1984;Nanda 等 ,1992)。 而 且 , 通 过 染色 体 的 显 
微 解 前 及 微量 PCR 扩 增 技术 已 可 得 到 性 别 特异 性 
探 针 或 性 染色 体 特 异性 探 针 。 所 以 ,在 不 久 的 将 来 ， 
利用 FISH 技术 ,通过 配子 细胞 或 小 鱼苗 的 中 期 细 
胞 或 间 期 细胞 ,进行 鱼 类 的 早期 性 别 鉴定 应 该 是 可 
以 做 到 的 。 这 将 大 大 加 快 鱼 类 遗传 改良 的 进程 ,万 
其 利于 单 性 鱼 ( 全 肉 鱼 或 全 梭 鱼 ) 的 选 育 ,这 对 于 提 
高 鱼 类 养殖 业 的 经 济 效益 非常 有 意义 。 
2.3 染色 体重 排 与 进化 

有 报道 表明 , 在 Salmonids (Gold, 1979), 
blennids( Arefjev, 1991). Hyodon furcidens (Turner 
等 ,1985) 大 西洋 鲜 ( Clupea harengus} (Klinkhar- 
dt,1993) 及 Gobius poganellus (Amores 等 ,1990) 等 
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几 种 鱼 中 都 发 现 了 染色 体重 排 现 象 。 端 粒 探 针 在 源 
红 点 钨 染色 体重 排 研究 中 的 成 功 应 用 提示 我 们 ,如 
果 利 用 端 粒 探 针 通过 FISH 去 验证 上 述 几 种 鱼 的 染 
色 体 进化 事件 ,尤其 是 那些 可 能 发 生 的 串联 融合 ,会 
很 有 帮助 。 另 外 ,古老 DNA 提取 技术 与 PCR PH 
技术 的 不 断 完 善 与 成 熟 ,使 我 们 完全 有 可 能 从 固定 
的 鱼 标 本 中 制 得 探 针 ,利用 此 探 针 与 其 他 近 综 鱼 类 
进行 FISH 分析 , 则 可 以 向 接地 对 标本 进行 纲 胸 遗 
传 学 研究 ,这 对 于 鱼 类 的 染色 体 进化 研究 也 是 很 有 
意义 的 。 
2.4 染色 体 鉴 别 与 分 类 

鱼 类 的 染色 体 比 哺乳 动物 的 染色 体 小 ， 而 且 常 
规 的 鱼 类 染色 体 分 带 结果 不 是 很 好 。 若 结合 端 粒 特 
异性 探 针 和 着 丝 粒 特异 性 探 针 ， 利 用 FISH 技术 完 


全 可 以 较 容 易 地 分 析 米 色 体 数目、 大 小 和 类 型 (如 
中 部 着 丝 粒 、 亚 中 部 着 丝 粒 、 端 部 着 丝 粒 等 }， 这 
对 于 鱼 类 的 细 哆 遗传 学 研究 非常 有 意义 。 
2.5 杂交 种 的 监 别 

ER FISH 技术 用 于 鱼 类 种 间 杂 交 研 究 的 相关 
报道 不 多 ,但 是 ,考虑 到 杂交 育种 和 多 倍 体 育种 在 鱼 
类 养殖 业 中 举足轻重 的 位 置 ,利用 FISH 技术 进行 
杂交 种 的 快速 鉴定 和 早期 鉴定 很 有 必要 ,也 很 有 发 
展 前 晤 。 一 方面 ,通过 种 特异 性 探 针 的 制备 ; 另 一 方 
面 ,通过 WCP( whole chromosome painting) 和 CGH 
(comparative genomic hybridization) $ FISH 相关 技 
术 的 应 用 去 辅助 鱼 类 的 杂交 育种 工作 ,可 以 大 大 加 
速 鱼 类 遗传 改良 的 进程 ,从 而 推动 鱼 类 养殖 业 的 迅 
速 发 展 。 
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CURRENT AND FUTURE APPLICATION OF FLUORESCENCE IN SITU 
HYBRIDIZATION (FISH) TECHNIQUES TO FISH GENETICS; A REVIEW 


QUAN Jie-xia DAI Ji-xun 
( Marine Life College, Ocean University of Qingdao, Qingdao 266003 E-mail; datjixun@public. gd .sd.cn) 


Abstract Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
is a promising technique used in cytogenetic researches 
at the molecular level. In this paper, the current and 
potential uses of this technique in fishes are reviewed, 
with regards to such fields as gene localization, sex i- 
dentification, chromosome variation, and interspecies 
hybridization. FISH has been successively applied in- 
to localization of rRNA gene in many kinds of fishes, 
which not only enriched the cytogenetic studies of 
fishes but also provided deep implication for chromo- 
some evolution of fishes. Histones gene and some dis- 
ease-related genes have also been localized in several 
fish species. Sex-specific FISH probes (including sex- 
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related probes and sex-chromosome-related probes ) 
have been obtained and put into sex identification of 
several fish species. Species-specific FISH probes 
have been used to examine chromosome elimination 
and interspecific hybrids in several kinds of fishes. In 
the same way, telomere repetitive sequences have 
been localized in several fish species and used to exam- 
ine chromosome rearrangement. Centromere-specific 
probes and telomere-specific probes will be helpful in 
chromosome identification and sorting of fishes whose 
chromosomes are too small to be easily analyzed with 
traditional techniques. 
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